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A hapten or anti-hapten antibody assay device comprises a solid support and a reagent covalently linked to a ligand to form a 
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(57) Abrege 

Dispositif pour le dosage d'un h^t&ne ou d'antioorps anti-hafrt&ne, cotnprenant un support solide et un r£actif li£ de %on covalente 
h un Hgand pour former un coojugu£ pennettant d'tmmobiliser ledit rSactif sur ledit support solide, ledit r^acdf ^tant iec<mna par des 
anticorps enables de reconnaStre ledit hapt&ne, caract£ris£ par le feit que ledit ligand est un fragment d'acide nucl^que. ^plication de ce 
dispoatif au dosage d'un h^t^ dans un ^hantillon liquide sel<Mi une technique de ccxnp£tidon. 
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Dispositif pour le dosage d'haptenes et son urilisarion . 

La presentc invention a pour objet un dispositif pour le dosage rfhaptenes ou 
d'anticoips anti-hapt6ne» et son utilisation. 

Les haptencs sont de petites molecules non immunogenes, c*est k dire 
incapables par elles memes de promouvoir une reaction immunitaiie par formation 
5 d'anricoips, mais capables d'etre leconnues par des anticoips obtenus par immunisation 
d*animaux dans des conditions connues, en particulier par immunisation avec un conjugue 
haptene-protdine, 

Diverses techniques ont 6x6 prppos6es pour le dosage d*haptenes dans un 
echantillon, parmi lesquelles les techniques dites de competition. Par cxemple, des auteurs 

1 0 ont decrit une technique de competition en phase antigene, dans laquelle un haptene, qui 
est identique k I'haptene k doser, et qui est fix6 sur une phase solide, entre en competition 
avec I'haptene de TechantiUon pour sa liaison avec un anticoips sp6cifique marque 
inuoduit en quantity ddfinie. Cette technique a 6x6 d6crite par exemple pour le dosage de 
la thyroxine, du Cortisol et de la testosterone (voir notamment les demandes de brevet 

15 EP 089806 et WO 83/03306). 

Toutefois, en raison de leur petite taille, il est impossible d'adsorber 
directement les haptenes sur une phase solide constitute d'un materiau polymdre tout en 
conservant la disponibilitd vis-£l-vis du site de liaison d'un anticorps spdcifique. Ainsi dans 
les techniques conventionnelles (voir notamment Clinica Chemica Acta, 162 (1987) 199- 

2 0 206 Elsevier) I'haptene est greffe sur un ligand proteique ou polypeptidique en vue de son 
immobilisation sur une phase solide, Cette technique pitsente cependant un inconvenient 
important inherent a la non-inununogenicite des haptfenes. En effet, la production 
d'anticorps anti-haptenes necessite Timmunisation d'un animal contre des haptfenes couples 
a des proteines ou a des polypeptides, de fa^on a les rendre immunogenes, et les anticorps 

2 5 anti-haptenes produits en reponse peuvent interferer par reactions croisees avec des 

prolines ou polypeptides auxquels est couple I'haptene pour sa fixation sur une phase 
solide. Par ailleurs, I'accfes de I'anticorps k I'haptfene fixe sur le support pent etre gene par 
des phenomenes de reorganisation intramoieculaire des proteines ou des polypeptides dans 
certaines conditions physico-chimiques, ce qui pent introduire des erreurs sigiuficatives 

3 0 dans la precision d'un test. 

Aussi, la presente invention a pour objet un support approprie pour le dosage 
des haptenes qui pallie les inconvenients sus-mentioim6s et qui permet en outre de 
contrSler le nombre d'haptenes immobilises sur la phase solide et done de realiser un 
veritable dosage quantitatif. En outie, Tinvention foumit un support permettant une 
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meilleurc orientation des hapt^nes immobilises et done une accessibilite accrue de ceux-ci 
pour leur liaison avec des anticorps lors des dosages. 

On a en effet ddcouvert que, de fa? on suxprenante, il est possible de rem6dier 
aux inconvenients pr6cit6s en utilisant comme intermddiaire de fixation un fragment 
5 d'acide nucl6ique. 

L'invention a done pour objet un dispositif pour le dosage tfun haptene, 
comprenant un suppon solide et un reactif Ii6 de fagon covalente k un ligand pour former 
un conjugu6 permettant d'immobiliser ledit rfiactif sur ledit support solide, ledit rdactif 
etant reconnu par des anticorps capables de reconnaitre ledit haptene, caract6rise par le fait 
1 0 que ledit ligand est un fragment d'acide nucldique. 

On comprend que le reactif peut etre soit Thaptene i doser soit un compost 
ayant une analogic immunologique suffisante avec ledit haptene pour que des anticorps 
reconnaissant Tun rcconnaissent ^galement I'autre. 

Le terme haptene designe la moldcule h doser ou un analogue capable de reagir 
15 avec un anticorps spdcifique de la molecule k doser. 

Par exemple, les haptenes peuvent etre des peptides, des peptides glycosyl^s, 
des metabolites, des vitamines, des hormones, des prostaglandines, des toxines, ou divers 
medicaments. 

L'haptene peut etre choisi par exemple pamii : 
20 - un peptide glycosyl6 tel que la sequence N-terminale de la sous-unite beta de 

I'hemoglobine humaine ; 

- les homiones thyroidiennes notamment la thyroxine, la triiodothyronine ; les 
hormones steroxdiennes notamment les oestrogenes tels que I'estriol et Testradiol, les 
andiogenes tels que la testosterone, les progestatifs tels que la progestdrone, les 

25 glucocorticoides tels que la 1 1-desoxycorticosterone et le Cortisol ; les catecholamines 
telles que Tadrenaline, la noradrenaline, la d£q[>amine ; 

- les vitamines A, B comme la B12, C, D, E et K, Fadde folique, la biotine, la 

thiamine; 

- les nucleosides et nucleotides comme Tadenosine di- ou triphosphate (ADP et 
3 0 ATP), la flavine mononucleotide (FMN), la nicotinamide adenine dinucieotide (NAD), son 

derive phosphate (NADP), la thymidine, la guanosine et I'adenosine ; 

- des medicaments tels que la digoxine, la digitoxigenine, la digitoxine, la 
digoxigenine ; les antibiotiques notamment les aminoglycosides, la gentanudne, la 
tobramycine, Tamikacine, la sisomicine, la kanamycine, la netilmicine, la penicilline, la 

35 tetracycline, la terramycine (nom commercial) ; ou le phenobarbiial, la primidone. 
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r^thosuximide, la carbamazepine, le valproate^ la theophylline, la cafeine, le propanolol, le 
\ * procainamide, la quinidinc, ramitriptyline, la desipraminc, le disopyramide, etc. ; 

- les toxines comme Falphatoxine, la toxine du cholera, Tenterotoxine B du 
staphylocoque et analogues. 
5 Le produit resultant du couplage covalent ligand-ieactif est appel6 ci-apres 

"conjugu6". 

Selon un mode de realisation de Tinvention, le conjugue est immobilise sur le 
support solide directement par adsorption passive ou fixation par covalence du fragment 
d'acide nucl^ique du conjugue. 
1 0 Selon un autre mode de realisation, le conjugu6 est immobilis6 sur le support 

solide par Fintermediaire tf un anti-conjugu6, lui-meme immobilise ou immobilisable sur le 
support solide par covalence ou par adsorption passive, Tanti-conjugu^ 6xmt un agent 
permettant Timmobilisation du conjugud par interaction avec le fragment d'acide nucl^ique 
du conjugu^ ou par interaction avec I'hapt&ne et avec un groupement present k la jonction 
15 du fragment d*acide nucl6ique et de Fhaptene. 

L'anti-conjugue pent etre par exemple un second fragment d'acide nucl6ique 
capable de s'hybrider avec le fragment d'acide nucl^ique du conjugu^. 

Dans un autre mode de realisation de I'invention, Tanti-conjugu^ est un 
anticorps ou un fragment d'anticorps dirig^ contre le fragment d'acide nucl6ique du 
20 conjugue. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, Tanti-conjuguS est une 
proteine susceptible de se lier directement ou indirectement au fragment d'acide nucl^ique 
du conjugue dans des conditions pr€d6tennin6es. 

Le fragment d'acide nucleique est choisi notamment dans le groupe consistant 
25 en un fragment d'ADN ou d'ARN naturel ou de synthese, ou un d^soxyribonucleotide ou 
un ribonucleotide, ou un desoxyribonucieoside ou un ribonuclfioside. Ce fragment d'acide 
nucleique pent etre simple brin, double brin, ou partiellement double brin. De preference, 
on utilise un fragment simple brin. 

Le fragment d'acide nucleique est un oligodesoxyribonucie otide ou un 
3 0 oligoribonucieotide comprcnant par exemple de 2 k 100 nucleotides, en particulier de 10 & 
50 nucleotides. 

Le fragment d'acide nucleique pent en outre presenter une ou plusieurs bases 
modifiees ou etre compose uniquement de bases modifiees natureUes telles que la ceto-6- 
purine, la xanthine, la methyl-5-cytosine, ramino-2-purine ou non naturclles telles que la 
35 thioguanine ou Toxo-S-guanine. Le fragment d'acide nucleique pent presenter un ou 

plusieurs ou etre compose uniquement de nucleosides modifies sur la partie osidique tel 
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que des carbonucleosides ou presenter des mcxlifications au niveau du squelette 
phosphodiester tel que des groupements phosphorothioates. De meme il peut presenter une 
ou plusieurs modifications ou etre uniquement compose de nucleosides d'anomerie alpha 
ou beta ou d'isomeres de la serie D ou L ; tous ces dements pouvant etre pris 
independamment ou en combinaison. 

Le tenne "support solide" tel qu*utilis€ ici inclut tous les mat^aux polymeres 
sur lesquels peut etre immobilise un fragment d'acide nucldique pour une utilisation dans 
des tests diagnostiques. Des mateiiaux natuiels, de synth^se^ modifies ou non 
chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment des polysaccharides 
tels que les materiaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de ceUulose tels que 
rac6tate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymeres tels que le polychlorure de vinyle, 
le polyethylene, les polystyrenes, les polyamides, les polyacrylates, les polyurethanes, les 
polycarbonates, les polytetrachloroethylenes, ou des copolymeres tels que les polymeres 
chloruie de vinyle- propylene, chlorure de vinyle- acetate de vinyle, les copolymeres a 
base de styrene ou de derives substitu6s du styrene, et des fibres synth6tiques telles que le 
nylon. 

Le materiau polym^re est notamment un copolym&ie chlorure de vinyle/ac^tate 
de vinyle, chloruie de vinyle/propylene, ou un cppolymfere de styrene tel qu'un copolymeic 
butadifene-styrene ; ou un copolymere butadiene-styrene en melange avec un ou plusieurs 
polymeres ou copolymeres choisi paimi le polystyrfene, les copolymeres styrcne- 
acrylonitrile ou styrene-m^thylm^tacTylate de mdthyle, les polypropylenes, les 
polycarbonates ou analogues. Avantageusement, le support solide de la pii6sente invention 
est un polystyrene ou un copolymere a base de styrene comprenant entie environ 10 et 
90 % en poids de motifs styrene. 

Le dispositif selon Tinvention peut se presenter notamment sous la forme d'une 
plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cone, d*un mbe, d'un puits, de biUes, de 
pardcules, de latex ou analogue. 

Le terme "latex" designe une dispersion aqueuse colloidale d*un polymere 
quelconque insoluble dans Teau. 

La presente invention necessite la preparation de firagments d'acide nucleique 
conjugu^s a une ou plusieurs molecules d*haptene par rintermediaire d'une liaison 
covalente. Cette liaison covalente peut €tre dtablie en suivant des approches directes ou 
indirectes. Ces techniques peimettent d'obtenir une molecule composite modifide de fa(on 
parfaitement cormue quant a la position et au degr6 de substitution. 

Par approche directe, on entend le couplage en synthese automatique de 
rhaptene additionn^ comme un nucleotide au cours de la synthese c'est-&-dire en position 
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5' et/ou y ou en toute autre position dans la chaine. Ceci necessity la preparation tfun 
derive utilisable en synthese automatique, par exemple, un derivd phosphoramidite, H- 
phosphonate ou phosphotriester de Thaptene ou d*un nucl^tide substitu^ par Thaptfene sur 
la base ou sur la partie osidique. De meme Thaptene peut etre intraduit au cours de la 
5 synthese sur les phosphorcs intemucleotidiques par phosphoramidation oxydative. 
Deux voies sont envisagees pour les approches indiiectes : 
La premiere n^cessite, de fa^on connue en soi, rintroduction sur les deux 
partenaires, c*est a dire sur le fragment tf acide nucleique et sur Thaptene, respectivement, 
des fonctions reacrives Tune par rapport k Fautre. A titre tfexemple une fonction amine 
1 0 primaire portde par Tun des partenaires reagira avec Tester N-hydroxysuccinimique de 
Tautre partenaire, de meme une fonction thiol x^agira sur un groupement maltfimide, 
pyridyldisulfure ou halogenoalkyle et un phosphorothioate reagira avec un halogenoalkyle. 

La deuxifeme voie impUque Tintroduction sur le fragment d'acide nucldique et 
sur I'haptene de fonctions ayant des r&ictivit6s sp&ifiques, mais ces fonctions ne sont pas 
15 reacrives directement Tune par rapport ^ Tautre. La liaison s*dtablit par Tintenn^diaire d'un 
agent de couplage. 

Le terme agent de couplage tel qu'utilise ici designe une molecule contenant au 
moins deux extremites ou groupements reactifs de meme nature ou de nature differente 
(agent de couplage homobifonctionnel ou heterobifonctionnel). 

20 A titre d'exemple, une fonction amine primaire et ime fonction acide 

carboxylique peuvent former une liaison anude en presence d'un carbodiimide, deux 
fonctions amines primaiies seront couplees en presence de phenylene-l,4-diisothiocyanate 
ou de disuccinimidylsubSrate. 

Les fonctions reactives introduites sur le fragment d'acide nuclfique peuvent 

25 6tre choisies notamment parmi les groupements amine, hydrazinoyle, hydrazonoyle, 
indnoyle, azidoyle, triazenoyle, triazanoyle, amide dventuellement substituee, 
semicarbazonoyle, aldehydyle, alkylthiol, aryltiiiol,carbamoyle, carboxyle, cyanoyle, 
halogenoalkyle, hydroxyle, N-hydroxysuccinimidyle, mal^imide, phosphate, 
phosphorodithioate, phosphite, phosphonate, phosphorothioate, pyridyldisulfure, 

30 sulfamoyle, thiophosphate. 

Lesdites fonctions reactives introduites (ou gventuellement d^ja prdsentes) sur 
I'haptene peuvent etre choisies a titre d'exemple parmi les groupements anune, 
hydrazinoyle, hydrazonoyle, iminoyle, azidoyle, triazenoyle, triazanoyle, amide 
eventuellement substituee, semicarbazonoyle, aldehydyle, alkylthiol, aiylthiol,carbamoyle, 

35 carboxyle, cyanoyle, halogenoalkyle, hydroxyle, N-hydroxysuccinimidyle, maleimide. 
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phosphate, phosphorodithioate, phosphite, phosphonate, phosphorothioate, 
pyridyldisulfure, sulfamoyle, thiophosphate. 

^introduction de ces fonctions rcactives (et par consequent le greffage 
ultdrieur de Thaptene) sur les fragments d'acide nucldque peut s*effectuer en n'importe 
quelle position de la chaine en utilisant par exemple des reactifs synth6tis6s selon des 
methodes connues ou disponibles dans le commerce. A titre d'exemple les modifications 
peuvent etrc realisees en position 5* par emploi d'un reactif type Aminolink n (Applied 
Biosystems r6f. 400808) ; en position 3' par utilisation tf une phase solide telle que celle 
vendue par la soci6t6 Qontech Lab Inc sous la reference 5221, ou celle d&rite par Reed et 
al. (1991) Bioconjugate Chem., 2,217-225 ; sur les bases nucKiques (Glen Research r^f. 
101039) ; sur la partie osidique par modification de la partie osidiquc en utilisant par 
exemple un ribofiiranose substitue en position 2' k la place d'un d6soxy-2 -ribofuranose 
(Yamana et al. (1991) Tetrahedron Lett, 32, 6347-6350), ou en substituant un nucleoside 
par un compose alkylamine (Clontech Lab Inc ref 5203) ou encore par substitution d'un 
phosphate intemucleotique selon des protocoles decrits par ftoehler et al., (1988) NucL 
Acids Res., 16, 11.4831-4839. ; Conway et McLaughlin (1991) Bioconjugate Chcm., 2, 
452-457 ; Letsinger et al. (1989) Proc. Nad. Acad. Sci. USA. 86.6553-6556. 

De meme. si necessaire la modification de Thaptfene pour Tintroduction tf une 
fonction reactive peut etre rdalisfe en toute position approprife de la molecule dTiaptfene. 
Un exemple de modification est donne dans "Preparation of antigenic steroid-protein 
conjugate", R Kohen et aL, dans Steroid immunoassay. Proceedings of the fifth tenovus 
workshop, Cardiff, Avril 1974, ed. EHD Cameron. SH. HilUer, K. Griffiths. 

La fixation du conjugu6 firagment d'acide nucleique-haptene sur la phase solide 
peut 6tre realis6e de maniere directc ou indiiecte. 

De maniere directe. deux approches sont possibles : soit par adsoiption du 
conjugud sur le support solide. c'est a dire par des liaisons non covalentes (prindpalement 
de type hydiogene. Van der Wails ou ionique), soit par 6tablissement de liaisons 
covalentes cntre le conjugu6 et le support 

De maniere indirecte, on peut fixer prealablement (par adsoiption ou 
covalence) sur le support solide un compost anti-conjugu6 capable dlnteragir avcc le 
fragment tfacide nucKique du conjugu6 de fa^on a immobiliser I'ensemble sur le support 
solide. 

A titre d'exemple, ce compose anti-conjugue peut etrc : un anticorps anti- 
firagment d'acide nucleique tel que d^crit par R CROS et al. (monoclonal antibodies to 
alpha deoxyribonucleotides. (1993). NAMA conference, poster 4-37) ; un fragment d'adde 
nucldique ayant une sdquence au moins partiellement compldmentairc du fiagment adde 
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nucleique du conjugue ; une protdine fbcant spdcifiquement le firagment d'acide nucleique 
simple biin du conjugue telle que la proteine de liaison simple brin de Exoli ou la proteine 
cod^e par le gene 32 du bacteriophage T4 ; un syst&me ligand-r€cepteur, par exemple en 
greffant sur le fragment d'acide nucleique une mol&ule telle qu'une vitamine et en 
immobilisant sur la phase solidc le r^cepteur correspondant ^ar exemple le systeme 
biotine- stieptavidine) ; une proteine se fixant sur une sequence specifique couramment 
appelde promoteur, comme les ARN polymerases et notamment les ARN polymerases 
phagiques telles que les T7, T3, SP6 ARN polymerases. 

Le dispositif selon Tinvention est udlisable pour effectuer un dosage d*haptenes 
par competition dans un echantillon, notammeifit un fluide biologique, dans lequel le r^actif 
immobilise entre en competition avec I'haptene de Fechantillon pour sa liaison k un 
anticoips specifique intioduit dans des proportions predeterminees. On rivhle la presence 
de I'anticoips specifique fixe sur le support solide par les methodes usuelles. Par exemple 
Tanticorps specifique est marque par tout maiqueur approprie, ou bien le complexe immim 
(hapt&ne immobilise/anticorps anti-hapt&ne) fixe sur le support solide, susceptible d'etre 
forme, est reveie par I'utilisation d*un anticoips anti-complexe marque par tout marqueur 
approprie. De prefi^nce, Tanticorps anti-complexe est un anticoips dirige contie 
Tanticoips du complexe forme. 

L'invention a egalement pour objet un procede de dosage d'un haptene dans un 
echantillon liquide caracterise par le fait : 

- que Ton ajoute audit echantillon une quantite predeterminee d'anticoips 
capables de reconnaitrc ledit haptene ; 

- que Ton met en contact rechantillon avec le dispositif tel que decrit 
precedcmment ; 

- que Ton evalue la quantite d'anticoips fixe sur le support solide ; 

- et que Ton en deduit, selon les methodes connues la quantite d'haptfenes 
presente dans Techantillon* 

Ge procede est mis en oeuvre selon des techniques connues en soi. Bien 
entendu, les deux premieres etapes peuvent etre realisees dans un ordre quelconque. On 
dvalue la quantite d'anticoips fixe apres un temps d'incubation approprie. 

On peut par exemple determiner la quantite d'hapt&ne k Taide d'une courbe- 
etalon, obtenue par etalonnage du dispositif k Taide d'echantillons contenant diverses 
quantites connues de I'baptene, et permettant d'etablir la correlation entre la quantite 
d'anticorps fixe et la quantite d'haptfenes conespondante. 

Le dispositif de l'invention peut egalement servir au dosage d'anticoips anti- 
haptene dans un echantillon. Pour cela, on peut, selon un mode de realisation particulier, 
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mettre r&hantiUon en contact avec Ic dispositif, puis reveler, selon Ics mcthodes connues, 
la presence 6ventuelle d'anticorps anti-haptene fixes. On peut effectuer la r6v61ation par 
exemple a Taide d'anticoips marques diriges contre le fragment Fc des andcorps de I'espece 
dont sont issus les anticorps anti-haptene rechcrchds. Selon un autre mode de realisation, 
5 on peut opercr par competition en ajoutant ^ F&hantillon une quantit6 connue d'anticorps 
anti-haptene marques et en determinant la quantite d'anticorps marqu6s fixes. 
comparaison avec une courbe d'dtalonnage dtablie pr^alablement, on peut en d^uire la 
quantity d'anticorps anti-haptene pr6sents a I'origine dans Tdchantillon. 

On va maintenant donner, k titre d'illustration, des exemples de preparation du 
1 0 dispositif selon Tinvention ainsi que des exemples d*utilisation dudit support Dans ces 
exemples, Texprcssion "speed vac" d6signe un concentrateur-lyophilisateur lotatif. 

EXEMPLE 1 : SvntMse d' oli^ nnualentides nour le couulage sur havt&ne : 

15 Les oligonucleotides sont synth^tises sur un appareil automatique 394 de la 

soci^te APPLIED BIOS YSTEMS en utilisant la chimie des phosphoramidites selon le 
protocole du constructeur. Pour permettre le couplage de Toligonucldotide h un hapt&ne sur 
une position bien d6tenninee, des fonctions reactives sont introduites sur les 
oligonucleotides par rinteim&iiaire de bras de liaison compatibles avec la synth&se 

2 0 automatique. Les bras utilises dans la prfisente invention et donnds ici h titre d'exemple 
sont decrits dans le tableau 1. 

Le bras phosphoramidite reference 1 est additionnd^ Fextt^mite 5' de 
I'oligonucleotide selon le protocole standard de la syndiese automatique. La fonction 
reactive se trouve k Textremite 5' de ToligonucKotide. 

2 5 Dans le cas du compost portant la r^Krence 2, la fonction reactive est port^e 

par la base thymine sur la position 5. Ce compos6 peut etre introduit k n'importe quelle 
position de Toligonucleotide k Texception de rextremite 3*. 

Dans le cas du compose portant la refdrcnce 3, la synthese automatique 
d6mane par la silice grcfifee par le bras selon le protocole standard. La fonction r&ictive se 

3 0 trouve k Textremite 3* de Foligonucleotide. 

Apres d^protection une nuit k 55'C dans NH4OH 33 %, suivie d'une 
precipitation dans de Tethanol a -20*C, les oligonucldotides sont sdch6s sous vide et repris 
dans I ml d'eau. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies sont purifi6s par 
35 chromatographie liquide haute pression (CLHP) en phase inverse sur une colonne 
Brownlee RP18 (10 mm - 25 cm). 



4 
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Conditions : 
Debit 4,6 ml/min. 

Gradient : 10 % a 35 % de tampon B en 30 min, 

35 % ^ 100 % de tampon B en 3 min. 

Les caract6ristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0.1 molaire Triethylammoniumacetate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN, 



10 



15 



TABLEAU 1 



Formule 



Foumisseur 



O 



CF3-CNH(CH2)6-OP 



/ 



OCH, 



\n(Iso] 



N(IsoPr)2 



Applied Biosystems 



Rcf. 
400808 



20 



25 



30 



35 




0(CH2)2-CN 



-N(IsoPr)2 



CH2NHFmoc 



CPG-LCAA-O-CH-CH2-OD MTr 



GlenResearch 



O 

II 



NH(CH2)6-NHCCF3 



101039 



Clontech Lab Inc 



5221-1 
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DMTr = dim^thoxytrityle 

Fmoc = fluorenyl-9-m6thoxycarbonyle 

CPG = billes de vene a porositd contidlde 

LCAA = longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 

Les oligonucldotides modifies par les bras du tableau 1 et utilises dans la pr6sente 
invention sont d^crits dans le tableau 2. 



TABLEAU 2 



Numdro usuel de 




Nucleotide 


Tr 


I'oligonucl^otide 


SEQIDN' 


(*) 




57 


1 


b6ta 


19,54 


319 


2 


bgta 


18,45 


1257 


3 


beta 


19,85 


196 


4 


alpha 


23,21 


1803 


5 


alpha 


20,04 



SEQIDN'l: 

ACTAAAAACT AGTAATGCAA AG 22 

SEQIDN'2: 

ATGTCACGAGCAATTAAGCG 20 

^SEQIDITS: 

ACTAAAAACT AGNAATGCAA AG 22 

SEQIDN-4: 

ACCCCGAGATTTACGTTATGT 21 

SEQIDN'5: 

TiTiTiTiTrTrmTmT. 20 



(*) les nucleotides beta sont les nucleotides naturels (la liaison glycosidique est sous la 
foime anomeiique b8ta). Goncemant les nucie tides alpha, la liaison glycosidique est sous 
la forme anomerique alpha. Les oligonucleotides contenant les nucleotides alpha ont 6t6 
prepares selon la technique decrite dans la demande de brevet PCT WO 88/04 301. 
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(**) Tr represente le temps de retention en minutes (min) de Toligonucleotide dans les 
conditions suivantes : 

Colonnc Brownlee RP18 (4,6 mm - 25 cm). 
Conditions : d6bit 1 ml/min. 
Gradient : 10 % a 35 % de tamponB en 30 mn, 
35 % a 100 % de tampon B en 3mn. 
Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0,1 molaire Tridthylammoniumacetate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 

Couplage d'un haptdne sur un oligonucleotide : 

Les haptenes utilises dans la prcsente invention et donnes id a titre d*exemple 
sont d6crits dans le tableau 3. 



TABLEAU 3 



HAPTENEiDOSKl 


HAPTENE ACTIVE UTEJSE 
LECOUPLAGE 


FOURNISSEUR 


REFERENCE 


ESTRADIOL 


ESTRADIOLS 
CARBOXYMETHOXIME^N- 
HYDROXYSUCONIMIDE ESTER 


BOEHRINGER 
MANNHEIM 


05^1041 


TETRAIODO. 
THYRONINE 
T4 


N-BOC-THYROXINE-N-HYDROXY- 
SUCCnmnDE ESTER 


BOEHRINGER 
MANNHEIM 


05.21003 


TRnODOTHYRONINE 
T3 


N-BOC-TRHODOTHYRONINE-N- 
HYDROXYSUCONIMIDE ESTER 


BOEHRINGER 
MANNHEIM 


05.21002 


TESTOSTERONE 


TEST0STERONE.19- 
HEMISUOCINATE-N- 
HYDROXYSUCCINIMroE ESTER (♦) 


BIOMERIEUX 


/ 



(*) T>€nv€ de la 19-hydroxy testosterone. 
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L'haptene testosterone, foumi par BIOMERJEUX, est pr6par6 selon la methode 
decrite dans J. Steroid Biochem., 23(6a), pages 981-989, 1985 par A. WHITE et 
coUaborateurs. 

50 nmoles d'oligonucleotides sont sechees au speed vac et repris dans 20 ^il de 
5 tampon borate de sodium 0,1 M, pH 93* 300 ^xl d'une solution d'haptene active (5 mg/ml 
dans le DMF) sont ajoutes goutte a goutte puis laisses sous agitation 3 hemes k SG'C. 
Aprfes centrifiigation, le sumageant separe, le precipite resultant de la centrifugation repris 
dans 100 ^l d*eau puis additionn6 au sumageant Le melange est trait6 avec 250 ^1 
d'acdtate tfammonium 3M pH 5,2 puis 5 ml d'ethanol firoid (-20"C). Apres 30 minutes k - 
1 0 80"C et centrifugation, le culot est repris dans 500 ^1 d'eau. 

Le conjugue oligonucleotide-haptene est purifi6 par CLEIP dans les conditions 

suivantes : 

Colonne BECKMAN ODS (10 mm - 25 cm). 
Conditions : d6bit 4,6 ml/min, 
15 Gradient : 20 % a 30 % de tampon B en lOmin, 
30 % a 70 % de tampon B en 20 min. 
Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0,1 molaire Tri6thylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH^ CN. 
20 Le pic correspondant au couplage est sech6 au speed vac puis repris dans 500 

^1 d'eau. 

Les differents conjugues oligonucleotide-haptene prepar6s dans la prdsente 
invention sont ri^sum6s dans le tableau 4. 
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TABLEAU 4 



Conjugu6 


Oligonucleotide 


Hap^ne 


Tr 


oligonucldotide-hapt^ne 




(*) 


(**) 


A 


57 


ESTRADIOL 


16,18 


B 


57 


T3 


27,44 


C 


57 


T4 


25,79 


D 


57 


TESTOSTERONE 


27,96 (a) 


E 


319 


ESTRADIOL 


14,50 


F 


1257 


T4 


22,71 


G 


196 


ESTRADIOL 


15,65 


H 


1803 


ESTRADIOL 


15,45 



(*) voir Ic tableau 3 pour la formule exacte dc I'haptcne utilise pour le couplage. 
1 5 (**) Tr est le temps de retention du produit purifid dans les conditions suivantes : 
Colonne Brownlee RP 300 (4.6 mm x 100 mm). 
D6bit: l,OmlAnin. 

Gradient : 20 % a 30 % de tampon B en 10 min, 
30% a70%detamponBen20min. 
2 0 (a) pour Ic conjugue D le gradient est de 10 i 40% de B en 30 min. 

Les caiacteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
Tampon A : 0.1 molaire Triethylanmioniumac6tate (TEAA) pH = 7,00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 

25 EXEMPLE 2 : Utilisation d'un coniueue oKffonucleotide'estradiol imm b iUse v ar 

adsorption directs sur un mpp nrt snttde. nour la determination d'estradiol par technique 
immunoenzvmatiaue rff fypp rnmpitition. 



Un anticorps monoclonal anti-cstradiol (BIOMERIEUX ret 10G6E9H4C1D6) 
3 0 obtenu par la technique classique d&rite par G. K5hler et C. Milstein (Nature 256, 495- 
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497 (1975)) purifie a partir de liquides tf ascites par chromatographic de type echangeuse 
d'ions ABx (Baker-72 69 00), puis conjugu^ a de la peroxydase (commercialis6e par la 
soci6t6 FORDRAS) selon la technique d&rite en 1974 par Nakane P,K. et Kawoi A. (J. 
Histochem. Cytochem, 22 : 1084) est utilise a une concentration d6tennin& non saturante 
5 6tablie a partir ff une courbe de titrage. La courbe de titrage est obtenue comme suit : dans 
les puits tfune plaque de polystyrene Maxisorb NUNC (commercialisee par la societe 
Polylabo Paul Block sous la r6f6rence 4-39454), on immobiUsc le conjugu6 A obtenu 
comme decrit dans I'exemple 1 h raison de 100 ^1 par cupule ct a une concentration de 
0,15 nM dans du tampon PBS x 3 (NaQ 0,45 M ; phosphate de sodium 0,15 M ; pH 7,0)- 

1 0 Cette plaque est incub^e une nuit a 22'C ou une heure ^ une temperature de 37*C. La 
plaque est lavee trois fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05 % (NaQ 0,15 M ; 
phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; Tween 20 a une concentration finale de 0,05 % 
(Tween : nom conunercial)). Les sites dans la plaque non occup6s par le conjugufi 
oligonucleotide-haptene A sont satures par Faddition de 100 nl d'une solution de PBS-lait a 

15 1 % en concentration finale (NaQ 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait 
6crem6 Rdgilait 1 %). La plaque est incub6e pendant une heme a 37'C, puis rinc6e 3 fois 
par 300 ^1 de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans chaque puits de la plaque sont ajout^s 100 
jil de dilutions successives de Tanticorps anti-estradiol maiqu6 en tampon PBS, et incubes 
pendant 15 minutes sous agitation k 22*C. La plaque est rincee tiois fois avec du tampon 

2 0 PBS-Tween 0,05 %, puis une fois avec de Teau distill6c. 100 ^1 de substrat OPD (Qrtfao- 

Phenylene-Diamine, commercialism par la soci6t6 Cambridge Medical Biotechnology sous 
la reference 456) k la concentration de 4 mg/ml dans un tampon OPD (acide citrique 0,05 
M ; NaH2P04 0,1 M ; pH 4,93) auquel est ajout^ extemporanement H2O2 a 
30 volumes dilue au 1/1000, sont introduits dans les puits de la plaque. La reaction 
25 enzymatique est bloqu^e par addition de 100 nl d*H2S04 IN apres une incubation de 30 
minutes k 37*C La lecture est effectuee k 492 nm sur un lecteur Biowhittaker Microplate 
Reader 2001. La courbe de titrage obtenue est representee k la figure 1 ; chaque point 
represente la moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation non spdcifique. A 
partir de cette courbe de titrage, Tanticorps anti-estradiol marqu6, qui sera utilise 

3 0 ulterieurement, est choisi a une dilution d6tenninee correspondant k une activity 

enzymatique non saturante, telle que donnant une D.O. de 1,5 k 492 nm. 

La dfitennination de la molecule tfestradiol k doser est effectuee selon le meme 
protocole que decrit precedemment, k Texception de Tdtape tfaddition de Tanticoips anti- 
estradiol marque. A cette etape, 50 ^l d'anticorps anti-estradiol a la dilution precedemment 
35 determinee sont prealablement melanges k50\il d'une solution choisie parmi les solutions 



wo 94/29723 



PCT/FR94/00689 



15 



a concentration croissants d'estradioL Les resultats sontrepresentes dans le tableau 5 ci- 
apits. 



TABLEAU 5 



Concentration d'estradiol 


D.0.492nm 


pgAnl (*) 


(**) 


0 


1,441 


0,1 


1,379 


1 


1,416 


10 


1,254 


100 


0,274 


1000 


0.019 



* Les dchantillons contenant les diflferentes concentrations d'estradiol sent prepares par 
addition de quantites connues d'estradiol (17 b&ta estradiol commerdalisee par la soci6t6 
Sigma sous la reference E 1631) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represents la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation 
non sp^cifique (lecture 492 nm). 

Les resultats de la gamme d'dtalonnage pr£sent€s dans le tableau S montient 
une bonne inhibition de la fixation de Tanticorps marqu6 lorsque la concentration en 
estradiol augmente. 

PXEMPLE 3 ; UrilmfiQn 4'm Qonmm plimwl^otide-testosr&one irmobUki pgr 
gdsQrptiQft (ftrfcte m m mPQTt 5qH4?. pour fo fl^ffmmtiQn rfg mwst4rpm pgr 

Un s^m polyclonal de lapin anti-testosterone (commercialis6 par la soci6t6 
Biospacific sous la reference 052B4089) est utilise k une concentration determinde non 
saturante etablie k partir d'une courbe de titrage. La courbe de titrage est obtenue comme 
suit: 
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Dans les puits d'une plaque de polystyrene Maxisorb NUNC (commercialisee 
par la scx:iete Polylabo Paul Block sous la reference 4-39454) est immobilise le conjugue 
oligonucldotide-haptene D obtenu comme decrit dans Texemple 1 a raison de 100 \il par 
cupulc et a une concentration de 0,15 \sM dans du tampon PBS x 3 (NaCI 0,45 M ; 
Phosphate de sodium 0,15 M ; pH 7,0). Cette plaque est incubee une nuit a 22*C ou une 
heme a une temperature de 37*C La plaque est lavfe trois fois par 300 Jil de tampon PBS- 
Tween 0,05 % (NaQ 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; Tween 20 a une 
concentradon finale de 0,05 % (Tween : nom commercial)). Les sites dans la plaque non 
occup6s par le conjugu6 oligonucleotide-haptene D sont satui^s par I'addidon de 100 ^1 
d'une solution de PBS-lait i 1 % en concentration finale (NaCl 0,15 M ; phosphate de 
sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; lait dciem6 Regilait 1 %). La plaque est incubee pendant une 
heme k 37°C, puis rincde 3 fois par 300 |il de tampon PBS-Tween 0,05 %. Dans chaque 
puits de la plaque sont ajout^s 100 ^1 de dilutions successives de s£rum de lapin anti- 
testosterone en tampon PBS, et incubes pendant 15 minutes sous agitation a 22°C La 
plaque est rinc^ trois fois par 300 pi de tampon PBS-Tween 0,05 %, puis 100 ^1 d'un 
anticoips polyclonal de ch&vre anti-Fc dlgG de lapin marque k la phosphatase alcaline 
(commercialise par la sod^td Jackson Immunoiesearch Laboratories sous la rdfSrence 111- 
055-046) dilu6 au 1/1000 en tampon PBS sont incorpor^s dans les puits de la plaque. Cette 
demifere est incubee pendant une heure k 37*C, puis est linc^ trois fois avec du tampon 
PBS-Tween 0,05 %, puis une fois avec de Feau distillfie. 100 fxl de substrat PNPP 
(paranitrophdnyl-phosphate commercialise par la soci6te Sigma sous ia ref^nce 104-O) k 
la concentration de 2 mg/ml dans du tampon diethanolamine-HQ (didthanolamine 
U9 M ; MgS04 0,56 mM ; NaN3 0,38 mM ; HQ 0,012 N ; pH 9,8), sont ajout^s dans les 
puits de la plaque. La r&ction enzymatique est bloqu^e par addition de 100 jil de NaOH 1 
N apifes une incubation de 30 minutes k 37'C La lecture est effectuee a 405 nm sur un 
lectern Biowhittaker Microplate Reader 200L La combe de titrage obtenue est representee 
k la figme 2 ; chaque point repiesente la moyenne de deux valeurs moins la valeur de la 
fixation non specifique. A partir de cette court»e de titrage, Tanticorps anti-testosterone qui 
sera utilise ulterieurement, est choisi a une dilution detenninee cortespondant a une 
activite enzymatique non saturante, telle qu'une D.O* de 1,5 i 405 nm. 

La determination de la molecule de testosterone a doser est effectuee selon le 
meme protocole que ddcrit pr^cddemment, k Texception de T^tape d*addition de Tanticorps 
anti-testt)Sterone. A cette dtape, 50 |il d'anticorps anti-testosterone k la dilution 
prec6demment detenninee sont prealablement melanges k 50 \il d'une solution choisie 
panni des solutions a concentration croissante de testosterone. Les resultats sont 
represent^s dans le tableau 6 ci-apres. 



wo 94/29723 



PCT/FR94/00689 



17 



TABLEAU 6 



Concentration de Testost^one 


D.0. 405 nm 


pg/ml (*) 




0 


2,607 


10 


2,392 


100 


U93 


1000 


0,467 


10000 


0,203 



* Les 6chaiitillons contenant les diffdrentes concentrations de Testt>st^ne sont piepai6s 
par addition de quantit€s connues de Testosterone (4-androstene-3-one-17K>l 
commerdalisde par la socid^ Sigma sous la reference T 1500) dans du tampon PBS. 
** Chaque point reprfisente la D,0. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation 
non specifique (lecture 405 nm). 

Les rdsultats de la gamme d*etalonnage presentds dans le tableau 6 montrent 
une bonne inhibition de la fixation de Tanticorps sp^ifique lorsque la concentration en 
testosterone augmente. 

EXEMPLE 4 ; Utilisation d'un coniu9ui oli^onucliotide-estradiol immobilise par 
Vintermediaire d'un olieonucliotide complementaire sur un sunnort solide pour la 
determination d'estradiol oar technique immunoenzvmariaue de type competition. 

L'anticoips monoclonal anti-estradiol utilise est identique k celui decrit dans 
Texemple 2 (BIOMERIEUX ref. 10G6E9H4C1D6). 

La courbe de titration est obtenue conformement au protocole decrit dans 
I'exemple 2, a I'exception de la piemi&re dtape qui se ddioule comme suit : 

Dans les puits d'une plaque de microtitration Maxisorb NUNC, est immobilisd 
un oligonucleotide d'une sequence compldmentaire de la sequence nucl^otidique de 
Toligonucldodde 57 (sequence ID N*l) d&rit dans Tcxemple 1 k raison de 1(X) jil par 
cupule ct k une concentration finale de 0,75 dans un tampon PBS x 3. Les plaques sont 
incub&s une nuit k 22*C ou une heure a une temperature de 37'C La plaque est lav6e 3 
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fois par 300 |il de tampon PBS-Twecn 0,05 %. Lcs sites de la plaque non occupes par cet 
oligonucleotide sont satures par I'addition de 100 fxl d'une solution de PBS-lait de 
concentration finale I %. La plaque est incubde 1 heure k 37'C, puis rincee 3 fois par 
300 |ll de tampon PBS-Tween 0,05 %, Dans chaque puits sont ajoutes 100 |il du conjugu6 
5 oligonucltotide-haptene A obtenu conune decrii dans Texemple 1 h une concentration de 
0,15 HM, soit dans du tampon PBS 3 X, soit dans du tampon PEG (NaH2 
PO4 /Na2 HPO4 0,1 M ; NaQ 0,5 M ; pH 7,0, Tween 20 : 0,05 % ; ADN de sperme de 
saumon 0,14 mg/ml ; PEG 4000 2 %) pendant 1 heure k 3TC. La plaque est lavde 3 fois 
par 300 \il de tampon PBS-Tween 0,05 %. 
10 Le reste de rexperimentation se deroule conformdment au protocole d^crit dans 

Texemple 2. 

Les courbes de titration obtenues sont respectivement representees dans les 
figures 3 (tampon PBS 3X) et 4 (tampon PEG). L'anticorps marqud, qui sera utilise 
ulterieuicment, est choisi a une dilution determinee correspondant a une activite 
1 5 enzymatique non saturante, telle que donnant une D.O. de 1,5 lue k 492 nm. 

La determination de la molecule d'estradiol a doser est effectuee selon les 
modalites decrites dans Texemple 2. 

Les resultats obtenus sont present^s respectivement dans les tableaux 7 
(tampon PBS 3X) et 8 (tampon PEG) ci-apr&s. 

20 

TABLEAU? 



Concentration d'estradiol 


D.0.492nm 


pgAnlC*) 


(**) 


0 


1,875 


0,1 


1,815 


1 


1,823 


10 


1,428 


100 


0,391 


1000 


0,053 
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TABLEAU 8 



Concentration d'estradiol 


D.0. 492 mn 


pg/mK*) 


(**) 


0 


1,859 


0,1 


1,827 


1 


1,730 


10 


1,512 


100 


0.362 


1000 


0,058 



* Les €chantillons contenant les di£ferentes concentrations d'estradiol sent prepares par 
addition de quantites connues d'estradiol (17 beta estradiol commercialisee par la sod^t^ 
Sigma sous la reference E 1631) dans du tampon PBS. 

** Chaque point repr^sente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation 
non specifique Oectuie 492 nm). 

Les r^sultats des gammes d'6taIonnage pr5sentds dans les tableaux 7 et 8 
montrent une bonne inhibition de la fixation de Tanticoips maiqud lorsque la concentration 
en estradiol augmente. 

EXEMPLE 5 : Utilisation d'un coniugui oli^ormcliotide'estra diol immobilise par 
Vintermidiaire dun anticorps monoclonal anti-oHQonucliotide sur un supnort solids J pour 
la dSrermination d'estradiol var technique immunoenzvmatiaue de type competition. 

UanticQips monoclonal anti-estradiol utilise est identique a celui d^crit dans 
rexemple 2 (BIOMERIEUX rc£ 10G6E9H4C1D6). 

La courbe de titration est obtenue confomidment au protocole d^crit dans 
rexemple 2, a Texception de la premi^ £tape qui se deroule comme suit : 
Un anticoips monoclonal anti-oligonucleotide (BIOMERIEUX xigfdience 3H11H10) 
obtenu par la technique classique ddcrite par G. Kdhler et C Milstein et puiifie k partir de 
liquides d'asciies, par chromatographic de type ^change d'ions ABx (Baker - 72 6900), est 
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immobilis6 dans une plaque de microtitration Maxisorb NUNC a taison de 100 pi par puits 
k une concentration de 10 \ig par ml, dans du tampon bicarbonate (NaHC03 0,05 M ; pH 
9,6), La plaque est incubee pendant une nuit i 22*C ou bien 1 heure k 3TC. 

La plaque est lavee trois fois par 300 ^il de tampon PBS-Tween 0,05 % [NaCl 
0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; pH 7,0 ; Tween 20 k une concentration finale de 
0,05 % (Tween : nom commercial)]. Les sites dans la plaque non occup6s par Fanticoips 
monoclonal anti-oligonucKotide sont satures par Taddition de 100 nl d'une solution de 
PBS-lait de concentration finale 1% (NaCl 0,15 M ; phosphate de sodium 0,05 M ; 
pH 7,0 ; lait 6cx6m6 R6gilait 1 %). La plaque est incub& pendant une heure a 37'C puis 
lincee 3 fois par 300 jil de tampon PBS-Tween 0,05 %. 

Dans chaque puits sont additionnes 100 |il du conjugu6 oligonucl6otide- 
haptene G comme d&rit dans I'exemple 1 a une concentration de 0,15 jiM dans du tampon 
PBS, pendant 1 heure h 3TC. La plaque est lav6e 3 fois par 300 jil de tampon PBS-Tween 
0,05 %. 

Le reste de re)q)erimentation se d^roule conformement au protocole decrit dans 
Texemple 2. 

La courbe de titrage obtenue est representee dans la figure 5 annex6e. 
L'anticotps marqu6, qui sera utilise ulterieurement, est choisi a une dilution d^terminee 
corrcspondant k une activity enzymatique non saturante, telle que donnant une D.O. de 1,5 
a492nm. 

La d^tennination de la mol^ule d*estradiol k doser est effectu6e selon les 
modalitds d^tes dans Texemple 2. 

Les r^ sultats obtenus sont pr6sent6s dans le tableau 9 ci-aprds. 
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TABLEAU 9 



Concentration d'estradiol 


D.0. 492 nm 


pg/ml (*) 


(**) 


0 


2,084 


0,1 


2,028 


1 


2,061 


10 


1,810 


100 


0,452 


1000 


0.056 



Les ecbantiUons contenant les diffi^rentes concentrations ^estradiol sont prepares par 
addition de quantites connues ^estradiol (17 beta estradiol commercialisde par la socidt^ 
Sigma sous la ii6f6rence E 1631) dans du tampon PBS. 
15 ** Chaque point lepresente la D.O. moyenne de deux valcurs moins la valeur dc la fixation 
non specifiquc (lecture 492 nm). 

Les rdsultats de la gamme d'6talonnage piesentes dans le tableau 9 montrent 
une bonne inhibition de la fixation de I'anticorps maiqud lorsque la concentration en 
estradiol augmente. 

20 

EXEMPLE 6 : Uti lisation d'un conium^ olhonucl^otide-estradiol immobilise par 
Vintermidiaire d'un anticoros monoclonal anti-oHQomcliotide sur un sUDVortsoKde. Dour 
la determination d'estradiol par technique immunoenzvntatiaue de tvae comoitiHon. 

25 Les conditions experimentales sont identiques k celles decrites dans Texemple 

5, ^ Fexception de lutilisation du conjugal oligonucl6otide-bapt^ne H et d'un anticorps 
dirig6 contie roligonucldotidc 1803 (BIO MERIEUX Rdf. 3H1 IHIO), 

La courbe de titrage obtenue est representee dans la figure 6 annexde. 
Uanticorps maiqu6, qui sera utilise ulterieuiement, est choisi k une dilution determine 

30 correspondant k une activite enzymatique non saturante, telle que donnant une D.O. de 1,5 
a492nm. 
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La determination de la molecule d'estradiol k doser est effectuee selon les 
modalitds dficrites dans Texemple 2. 

Les rdsultats obtenus sont presentes dans le tableau 10 ci-apres. 



TABLEAU 10 



Concentration d'estradiol 


D.0. 492 nm 


pgAnl(*) 


(**) 


0 


0,973 


1 


0,934 


10 


0,628 


100 


0,110 


1000 


0,017 



* Les dchantiUons contenant les differentes concentrations d'estradiol sont pr^pan^s par 
addition de quantites connues d'estradiol (17*beta-estradiol commercialis6e par la societe 
Sigma sous la inference E 1631) dans du tampon PBS. 

** Chaque point represente la D.O. moyenne de deux valeurs moins la valeur de la fixation 
non sp&ifique (lecture 492 nm). 

Les r6sultats de la gamme d'etalonnage pi)6sent^ dans le tableau 10 montrent 
une bonne inhibition de la fixation de Tanticorps maiqu6 lorsque la concentration en 
estradiol augmente. 
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LISTE DES SEQUENCES 

SEQIDNM: 

ACTAAAAACT AGTAATGCAA AG 
5 Longueur : 22 

Type : acidc nucleique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : synthase chimique 
10 Caracteristique additionnelle : bras alkylamine (produit refercnc6 1 dans le tableau 1) k 
rexti^mitfi 5* 
Nom d'usage : 57 

SEQIDN*2: 
15 ATGTCACGAG CAATTAAGCG 

Longueur : 20 

Type : acide nucleique 

Nombre de brins : simple 

Configuration : lineaire 
20 Source : syntfaese chimique 

Caracteristique additionnelle : bras derivd d'aminopropanediol (produit r^ferencd 3 dans le 

tableau 1) a I'extremitd 3'. 

Nom d'usage : 319 

25 SEQIDN*3: 

ACTAAAAACT AGN AATGCAA AG 

Longueur : 22 

Type : acide nucleique 

Nombre de brins : simple 
3 0 Configuration : lineaire 

Source : synthese chimique 

Caracteristique additionnelle : N reprdsente un nucleoside thymidine (produit rdKrencfi 2 
dans le tableau 1) ayant un bras alkylamine en position S. 
Nom tfusage : 1257 

35 ^ 
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SEQIDNM: 

ACCCCGAGAT TTACGTTATG T 
Longueur: 21 
Type : adde nucl^ique 
5 Nomhre de biins :simplc 
Configuration : lin6aire 
Source : synthese chimique 

Caractdristiques additionnelles : est constitu6 de nucleosides d'anomdrie alpha et porte un 
bras alkylamine (produit reference 1 dans le tableau 1) k rextrcmit^ 5\ 
10 Norn tfusage : 196 

SEQIDN*5: 

i-iTiTiTrn iTi-rrrnTr 

Longueur : 20 
1 5 Type : acide nucleique 

Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 
Source : syntfiese chinuque 

Caracteristique additionnelle : est consdtu6 de nucleosides d'anomerie alpha et porte un 
2 0 bras d6riv6 d'aminopropanediol (produit T6f€Tcnc6 3 dans Ic tableau 1) k rextr^mitd 3*. 
Nom tfusage : 1803 
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REVKNDTCATIONS 

1. Dispositif pour le dosage d'un haptene ou tf anticoips anti-haptene, 
comprcaant un support solide et un reactif li6 de fa^on covalente k un ligand pour former 

5 un conjugue permettant d'immobiliser ledit leactif sur ledit support solide par 

rintermediaire dudit ligand, ledit reactif etant reconnu par des anricorps capables de 
reconnaitre ledit haptene, caracterise par le fait que ledit ligand est un fragment d'acide 
nucleique. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise par le fait que ledit conjugal 
1 0 est itnmobilisd par adsorption passive dudit firagmcnt sur le support solide. 

3. Dispositif selon la revendication 1, caracterise par le fait que ledit conjugud 
est immobilise par couplage covalent dudit fragment sur le support solide. 

4. Dispositif selon la revendication 1, caract^ris^ par le fait que ledit conjugu^ 
est immobilise sur le support solide par hybridation avec un second fragment d'acide 

1 5 nucieique capable de s'hybrider avec ledit fragment d'acide nucleique dudit conjugue, ledit 
second fragment d'acide nucleique ^tant immobilise sur le support 

5. Dispositif selon la revendication 1, caract&is6 par le fait que ledit conjugu^ 
est immobilise sur le support par rintermediaire d'un anticorps ou d'un fragmmt 
d'anticorps dirige contre ledit fragment d'acide nucleique dudit conjugue, ledit anticorps 

2 0 etant immobilise sur ledit support solide* 

6. Dispositif selon la revendication 1, caracterise par le fait qu'il comprend une 
proteine immobilisee sur le support, ladite proteine etant capable de se lier avec ledit 
fragment 

7. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes» caracterise 
25 par le fait que le fragment d'acide nucleique est choisi parmi un fragment d'ADN, un 

fragment d'ARN, et un fragment d'ADN ou tf ARN modifie. 

8. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit 
fragment d'acide nucleique est un desoxyribonucieotide, un ribonucleotide, un 
desoxyribonudeoside ou un ribonucieoside. 

30 9. Dispositif selon la revendication 7. caracterise par le fait que le fragment 

d'acide nucleique est un oligodesoxyribonucieotide ou un oligoribonucieotide de longueur 
comprise entre 2 et 100 nucleotides et en particulier entre 10 et 50 nucleotides. 

10. Precede de dosage d'un haptfene dans un echantillon liquide, caracterise par 

le fait : 

35 - que Ton ajoute audit echantillon une quantite predeterrainee d'anticorps 

capables de reconnaitrc ledit haptene ; 
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_ que Ton met en contact r&hantillon avec le dispositif tel que defini dans 
Tune quelconque des revendications precedentes ; 

- que Ton evalue la quantite anticoips fixe sur le support solide ; 

- et que Ton en deduit, selon les mdthodes connues, la quantity d'haptene 
presente dans Techantillon. 
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Figure 2 
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Figure 4 
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Figure 6 
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